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COMPOSITIONS nTlLlSARr.FS PmjR RRc;i fT fr r 'AP-rrwrc 

DE LA PARtq NE 

I. a pniscnle invention concerne des compositions ei methodes milisables pour 
rfguler ractivite de la parkine. Elk conceme notammcnt une nouveiie proline, 
ticbignuc PAP1. panenairc do la parkine. ainsi que les peptides ou polypepiidcs 
derives ou homologies de cone proteino. Elle conceme egulement des composes 
eapables dc moduler au moins paniellement J'actwite de la Parkine, notammem 
d mtertercr avec I'iiueraciion entrela parkine el PAP1. La prcsente invention esi 
uiilisablc dans les domaincs therapeutiques, diagnostics on pour la constitution dc 
oiblcs phamiacologiques pcrmcrtant le developpcment dc nouvenux medicaments. 

Lc gone de la Parkine est mute dans certaines formes familialcs (juveniles 
aiitosomiques recessivos) de ) a maladie de Parkinson (Kitada el al.. I99B). La maladie 
dc Parkinson (Lewy. 1912} est une des maladies neurodegeneratives les plus 
communes, affeclant plus de 1% de la population de plus de 55 ans. Les paiienis 
atteims dc ccuc maladie on t des troubles neurologiques rasscmblcs sous lc term* de 
syndrome parkinsonian caracleme par une rigiditc, unc bradykinesie, et un 
trcmblement de rcpos. Ces symptomes soni la consequence dune dcgcnercscchce des 
neurones dopaminergiques de la substance noire du cerveau. 

La plupurt des cas avec une maladie dc Parkinson nont pas d'histoirc 
femilinlc. Ccpgndani, it cxiaic des eus familiuux doni cunuins correspondent a une 
forme monogenique dc la maladie. A I'heure actuelle.. seulcment trois genes different* 
on t etc identifies dans cortaines formes hereditairex rares. La premiere forme 
correspond a une forme autosomique dominance dont lc gene rcsponsablc code potir 
I'nlpha Synuclcine (Polymcropoulos e, at., 1997). Ccnc protcine est un constituant 
abondanl des inclusions imracyroplamiques. appclccs corps de Lewy. qu i se rvent de 
marqueur de la maladie de Parkinson (Lcwy, 1912). La seconds forme, egalcmcnt 
autosomique dominant^ est Jicc a une mutation dans un gene codant pour une 
hydrolase appeleu ubiquicin carboxy-terminal hydrolase Ll (Leroy erai.\ 1998). Cette 



en/yme est supposee hydrolyser les polymcres ou les conjugal d'ubiquuines c„ 
monomcres d'ubiquitme. La troisieme forme se distingue das precedent par une 
Emission auiosomique recessive e( un debut souvent avant 40 an., ainsi quB par 
une absence de corps de Lewy. Ce.s malades repondenr plus favorablement a la 
levodopn. un precurseur de la dopamine utilise comme traitement dc la maladie de 
Parkinson. Le gene implique dans ceuo forme code pour une nouvelle protein, 
appclcc Parkine (Kitada el aL, 1908). 

Lc gene de la Parkine csi constituft de 12 exons couvrant une region 
genomiquo dc plus de 500 000 paircs do bases , ur le chromosome 6 (6q25.2-q27). A 
l'hcurc actuelle,. deux grands types de mutation de ce gene, a 1'origine de la moladic 
som oonnus, soil des deletions dc faille variable dans la region qui couvre les exons 2 
a «•). soil des mutations pontiles qui produisonl 1'aRparition prematuree d'un codon 
stop ou le ehangement d'un acide amine (Kilada at «/., 1998: Abbas er al 1999- 
Lucking e/ aL 1998: Haltnri c.t al, 1998). T.a narnrc de ce.s mutation, er 1, mode dc 
transmission auiosomique rccessif suggest unc pane dc fonciion dc la Parkine 
conduisani a la maladie dc Parkinson. 

Ce gene en exprime dans un grand nombre de ti SSUS et notamment dans Ja 
substance noire. II exis.e plusieurs transerus correspond** a ce gene qui proviennent 
d^epissayes altematiffc differems (Kilada al., 1998; Sunada e, al., 1998). Dan., | c 
corvcuu. on .rouvc dou* types d'ARN ^sagcr* dont un cst d6p ou^ dc In p artic 
corrcspondam » 1'exon 5. Dans le s leucocytes, des ARN message de la Parkine ne 
conien.ni pas l a region eodant pour les exons 3, 4 et 5 on. ete identifies. Le plus long 
2. des ARN messagcrs dc la Parkine, pr6sen l dans le cerveau, coniient 2960 bases et 
code pour une proteine de 465 acides amines. 

Certc proteine a une raible homolo e i e dan, sa portie N terminale avec 
1 ub iq ui,ine. Sa moitie C-temunale coniicm deux motifs « ring fmger » separes par un 
30 domaine 1BR (hl .Between Ring) correspond a une region riche en cysteine pouvani 
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lier des metaux commc les domaines «*ing finger » (Morett, 1999). Par 
immunocytochimie, il a ele montre que la Parkine est localise dans le eyioplasme ct 
I'appardJ dc Golgi dc neurones dc la substance noire qui cantiemient de la melamne 
(Shimura et 1999). Dc plus, ccuc proteine est p r £s en te dans certains corps dc 
Lewy dc Parkinsonians. La fbnctipn cellulaire dc la Purkizjc iTesl pas encore 
demon tree, mais elle pourrait joiicr un role de transporter dans les vesiculcs 
synaptiqucs, dans la maturation ou degradation des proieines et dans le controls de la 
croiusftnec. dc la differencUition ou du dcveloppemeni cellulaire. Dans les formes 
amosomiqucH recessive* juveniles, la Parkine est abscnte. confiimam ainsi que la 
pene de cetie foncu'on est responsablc de la maludie. 



l.'elucidation du role exaei de la proteinc ' Parkine dans le. processus dc 
degenerescenec dcs neurones dopamincrgiques constitue done un enjeu majeur pour 
la comprehension el rupprouhc therapeutique de la maladie de Parkinson et plus 
1 5 ecTieralemeni des maladies du systeme hutvcmx central. 



La presenle invention reside dans I' identification d'un partenaire de la parkine, 
imeragissani avec cette proteins dans des conditions physiologiques. Cc partenaire 
reprosen.e unc nouvclle cible phnrmacotogiqiie pour la fabricarion ou la rccherehe de 
composes .capable* de moduler I'activiio de la parkine, notammem son aciivile sur la 
degenereseence des neurones dopaminergiqucs ct/ou le dcvcloppcmcnt de pathologies 
nerveuses. Cette protcine, les anticorps, les acides nucleiques correspondant ainsi que 
les sondes ou amorces specifics, souc cgalcincnt utilisables pour la detection ou le 
dosage dcs protcine* dans des echamillons biologiques, notammcnt dcs cchantilloiis 
de rixsti ncrveux. Cen protein** ou acides nucleiques som egalement utilisables dans 
des approcb.es dierapeutiques, pour moduler i'activitc de la parkine, ainsi que tout 
compose selon I 'invention, capables de moduler I'imeraction entre la parkine et les 
polypeptides de ^invention. 
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La preseme invention nisulrc plus particulifcremenr de la mise en evidence par 
la demanderes.se d'une nouvclle protcine humainc, designee PAP I (Parkine 
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Associated Protein I) ou LYM1, interagissant avec la parkine. La proieine PAP I 
(sequence SEQ ID NO:l ou 2) presence une certainc homologic avec k s 
synaptotagmines cl est capable d'interagir plus panioulieremem avec la region 
ocnirale de la parkine (representee sur la sequence SEQ ID NO :3 ou 4). La proLeine 
PAP1 a egalemeni eie donee, sequeneoc cl ciiracierisee a panir de differents tissus 
d'ongine humaine, notammem de poumon (SEQ ID NO : 12. 13) et de cerveau (SEQ 
ID NO : 42, 43), ainsi que des formes courtes. corrcspondam a des variants d'epissage 
(SEQ ID HO : 14, 15,44,45). 

La present? invention resulte egalement de identification el de la 
caractcrisation de regions partieulieres de la proieine PAP I, impl iqueos dans la 
modulation de la fbnerion de la parkine. La mise en evidence de 1'cxistence de cetie 
proteine cl de regions impliquees dans sa function permet notammem de preparer de 
nouvcaux composes ct/ou compositions ulilisables comme agents pharmaceutiques ct 
de developper des methodes industrielles de criblage de lels composes. 



Un premier objet dc Tinvcntion conceme done des composes capablcs de 
moduler. au moins paniellemem, I'lnieraction entre la proteine PAP1 (ou ses 
homologies) et la parkine (notammem la parkine humaine). ou d'interferer au niveau 
de rintcraction enirc ccs proteines. 

20 Un autre objet de l'inveniion reside dans la proieine PAP1, ses fragments, 

derives ct homolognes. 

Un aulre anpcci de l'inveniion reside dans un acide nucleique codanl la 
proteine PAP I. ses fragments, derives ou homologues, ainsi que torn vecieur 
comprenam un tel acide nucleique. toute cellule recombinante comenant un tel acide 
nucleique ou vecteur et tout mammifcre non-humain comprenant dans ses cellules un 
icl acide nucleique. 

L'inveniion conceme aussj des anticorps capable? de licr la proteine PAP1, ses 
fragments, derives et homologues, notammem des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, plus prefercntiellemem des amicorps capables dc licr la proteine PAP1 
ei d'inhiber au moins partiellemem son interaction avec la parkine. 
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Un autre aspeel de Invention conceme des sondes ou amorce, 
nuclcotidiques, specifiques dc PAP I. utilisables pour detecter on amplifier 1c gene de 
pap 1 rtii i.ne region de celui-c. dans tout echanlillon biologique. 

U 'invention concern* encore des compositions plmrmaceutiques, des methods 
dc detection d'anomalies genetiqucs, dc meihodes do production de polypeptides tels 
que definis ci-avani. ainsi que des methods de criblage ou de caracterisation de 
composes actifs. 

Comme indiq U o ci-avant, un premier aspect de Invention reside dans un 
compose capable d'inlerferer. au morns panicllemenl. au niveau dc Interaction erurc 
la proteinc PAPl (ou ses homologies) el la parkine. 

Au .sens dc la presentc invcniion. la denomination proteinc PAPl designe la 
proicine en soil ainsi que tout*., SCS formes homologues. Par forme homologue on 
emend designer tomes proteines equivalent a la proteinc considercc. d origine 
ccllulairc diverge el notamment issue de cellules d'origino humaine, ou d'autrcs 
organises, el posscdam une acLivite de meme type. De tels homology 
component cgalemeni lea variants naturels dc la proteinc PAPl de sequence SEQ 
ID N02. notamment les variants polymorphiques ou d'epissage. De tels homologues 
pcuvoni Cure obtonus par des experiences tfhyWdation entre let acides nucleiques 
extant (notamment I'acide nudeique de sequence SEQ ID NO:l). Au sens de 
■ •invention, ll..uffli qu'une sequence de ee type presenie u„ pou.vci.lage d'ideuilie 
significaiif pour conduire a un comportcmcni physiologique assimilable a celui de la 
proicine PAPl (el que revendiqucc. On entend par pourcentage d'identite significalif 
un pourcentage d'au moins 60%. prefereniielleniem de 80%. plus preferentieUement 
de 90% « encore plus preferentieUement de 95%. A oet egard, des variants et/ou 
homology dc la sequence SEQ ID NO : 2 sent decrils dans les sequences SEQ ID 
NO : 1 3 . 1 5 . 43 ct 45, identities a pa. lir dc U MU » d'origine humaine. La denomination 
PAPl englobe done cgalemeni ces polypeptides. 
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Le pourcentage d'idenrite " emre deux sequences de nucleotides ou d'acides amines, 
au sens de la prcsente invention, peut etre determine cn comparam deux sequences 
alignecs dc maniere optimale. a travers une fcnerre de comparison. 

La panic de lu sequence nucleotidique ou polypeptide dans la fenctre de 
comparison pcut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par cxemplc des 
" gaps ") par rapport a la sequence de reference (qui nc comprend pas ces additions ou 
ces deletions) dc maniere a obtenir un aligncment optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calculc en determinant le nombrc de positions auqucl une 
base nuclcique on un residu d'aminoacidc idenlique est observe pour les deux 
sequences (nuelcique ou pcpiidique) compares, puis en divisant lc nombre de 
positions auquel il y a identic enlre le.s deux bases ou residus d'aminoacides par le 
nombrc total dc positions dans la ienetre de comparison, puis en muliipliani lc 
resultat par 100 afin d'obtenir lc pourcentage d'identite dc sequence. 

L'al tenement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise de 
maniere informalique a 1'aidc d'algorilhmes connus contemn dans le package de la 
Socictc WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE. GENETICS 
COMPUTER {JROUP (GCG). 575 Science Doctor, Madison, WISCONSIN: 

A titre d 'illustration, le pourcentage d'identite dc sequence pourra etre efteciuc 
a I'aidc du logicie! BLAST (versions BLAST 1.4.9 de mars 1996, BLAST 2.0.4 de 
ffivrier 1998 ct BLAST 2.0-6 de septcmbrc 1998), en utilisant exclusivement les 
parametres par defaut (Altschul et al, J. Mol Biol. (1990) 215 : 403-410 ; Altschul et 
al. AW/Wc Acids *«v. (1997) 25: 3359-3402). Blast recherche des sequences 
similaircs/homologucs a une sequence ^requete" dc reference, a Taidc dc 
r algorithms d* Altschul et al. (Supra). La sequence requete et les bases de donnee.s 
utilisees peuvent etre peptidiques ou nucleiqucs, toute combinaison etant possible. 

L 'interference d'un compose selon 1' invention peut Se manifestcr sous 
different* aspects. Ainsi, lc compose pcut ralcmir. inlnber ou aumulcr, au moins 
particJIcmeni. ['interaction entre la proteitie PAPl ou Tune de ses rbrmes homologues 
el la Parkinc. II s'agit preferentiellemem de composes capables de moduler eelte 



interaction in vitro, par exemplc dans un systeme de type double-hybride ou dans tout 
sysLeme acellulairc de detection d'une interaction entre deux polypeptides. Les 
composes selon T invention sont prefcrcnlicllement des composes capables de 
moduler au mbius partiellement cette interaction, dc preference d'augmcntcr ou 
5 d'inhiber cette interaction de 20% au moins, plus preferemiellemem de 50% au 
moins. par rapport u un conlrole en absence du compose. 

Dans un mode particulier de misc cn ceuvre, il s'agit dc composes capables 
dMntcrfcrcr au niveau de Pimeraciion emrc la region de la parktnc representee sur la 
sequence SEQ ID NO :4 el la region de la proxeine PAP1 representee sur la sequence 
10 SHQIDNO:2, 13, 15. 43 ou 45. 

Selon un mode particulier de I'invcniion, les composes soni capables de so licr 
au niveau du domainc d'interaction entrc la proieine PAP I, ou rune dc scs formes 
hornologues, et la Parkine. 

Les composes scion la presenlc invention peuvent etre de nature et d'origine 
1 5 varices. En particulier, il peuL s'agir de composes dc type peptidique, nucleique (i.e.. 
comprcnant un enchainement de bases, notammenl unc molecule d'ADN ou d'ARN), 
lipidique, saccharidique, d'un anticorps. etc, et. plus gencralemcnt, de toute molecule 
organiquc ou inorganique. 

Selon une premiere variantc. les composes de r invention sont de nature 
20 peptidiquc. Le lerme peptidique designe louie molecule comprcnant un enchainement 
decides amines, tel que par exemple un peptide, un polypeptide, une proteine, un 
umicorpa (<>u fragment ou derive d*antioorps), 1c cus echeaul modifle ou associe a 
d'auires composts ou groupemenrs ehimiqucs. A cet egard, le termc « peptide » 
disigne plus spccifiquemenl une molecule comprenam un enchalnemenl de 50 acides 
25 amines au plus, plus preferentiellemcnt dc 40 acides amines au plus. Un polypeptide 
(ou une proteine) comprend preferentiellemcnt de 50 a 500 acides amines, ou plus. 

Scion un premier mode de mise en ccuvre prefer^ les composes de ('invention 
sont des composes peptidiques comprcnant tout ou panic de la sequence peptidique 
SEQ ID N°2 ou un de se.s derives, en particulier lout ou partie de la sequence 
30 peplidique SKQ ID NO: 13, 15, 43 ou 45 ou de derives dc celles^ci, plus 
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pariiculierement dc la proteine PAPl comprcnant la sequence SEQ ID N°2, 13. 15. 43 
ou 45. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute sequence 
differam de la sequence consideree en raison d'une degenerescence- du code gencu'que, 
obtcnue par une ou plusieurs modifications de nature genetique ei/ou chimique, ainsi 
que loui peptide code par line sequence hybridani avec la sequence nucleique SEQ ID 
NO : I on un fragment de celle-ci. par example avec la sequence nucleique SEQ ID 
NO: 12, 14. 42 ou 44 ou un fragment de celles-ci. el prescniant la capacite 
d'intcrfcrcr au niveau de I'intcraelion entre la proteine PAPl, ou Tun dc ses 
hnmolbgucs. ei la Parkinc. Par modification de nature geneiiquu ei/ou chimique, on 
peui entendre loute mutation, substitution, deletion, addition el/ou modification d'un 
ou plusieurs residus. Le lermo derive comprend egalement lei; sequences homologues 
ii la sequence considcrce, issues d'autrcs sources ccllulaires et notamment de cellules 
d'originu humainc, ou d'autnse organismcs, el posscdant une activiie de mcme type. 
15 De tollea sequences homologues pouvcnl ctrc obtenues pur des experiences 
d'hybridation. Les hybridutions peuvent etre realisees a partir dc banques d'acides 
nucleiques, en utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci, 
dans des conditions variables d'hybridation (Maniatis et a/., 1989). Par aUleurs, 1c 
termc « fragment » ou « partie » designe loute portion dc la molecule considcrce, 
20 comprcnant au moins 5 residus eonsecutifs. de preference au moins 9 residu.s 
cuiiieculifs, encore plus prefcrcmiellement au moins 15 ruaidus eonsecutifs. Des 
fragments typiques puuvenl comprendre au moins 25 residus eonsecutifs. 



De tels derives ou fragments peuvent etre generes dans des buts differents, tcls 
que notammcnr celui d'augmenter leur efficacile therapcutique ou de reduire leurs 
effets secondares, ou celui de leur conferer de nouvellcs proprictes 
pharmacocinctiqucs ct'ou biologiqucs. 

En tant que peptide derive de la proteine PAPl el des formes homolugucs, on 
peut citer notamment lout peptide capable d'imcragir avec la Parkine, mais portant 
30 une region effecrrice rendue non fonctionnelle. De tels peptides peuvent etre obtcnus 



par deletion, mutation ou disruption dc cette region effectrice cur la proteine PAP I et 
dcs formes homologues. De Idles modifications peuvenl etre effectives par exemplc 
par mutagenese in vivo, par introduction d'elemenw addiiionnel, ou dc sequences 
synthctiques, ou par des deletions ou des substitutions de S elements origind*. 
'Lursqu'uti derive tel que defini ci-de SSUS est realise, son aciivite d'inhibiieur partiel de 
la fixation de ia proteine PAP1 ei des formes homologues sur son silo de fixation sur 
la Parkine peut etrc mise en evidence. Tome technique comrade I'hommc de l'an 
peui bien cvjdemment etrc utilisce a eel effci. 

II peut egalement s'agir dc fragments des sequences indiquees ci-dessus. De 
lels fragments peuvenl orre generes de diffcrentes facons. En particulier. ils peuvenl 
etrc synthases par v 0 ie chimique, SU r la base des sequences donnees dans la presemc 
demandc, cn utilisani les syntheliseurs peptidiques connus dc I'hommc du metier. Us 
peuveni egalement etre syntheses par voic genetique. par expression dans un hftie 
cellulitis d'une sequence nuclcotidique oodani pour l e peptide recherche. Dans oe e as , 
la sequence nucleotidiquc peut etre preparee chimiquemem en uliiisanl un 
synthctiseur ^oligonucleotides, sur la base de la sequence peptidique donnee dans la 
preseme domende ei du cod* genetique. La sequence nuclcotidique peut egalemem 
eire preparee a partir des sequences donnees dans In presentc demande, par coupures 
en/.ymaiiques, ligalure, clonnge. etc, scion les techniques connues de I'homme du 
metier, ou par criblage de banqucs d'ADN avee des sondes claborees a partir de cos 
.sequences. 

Par ailleurs, les peptides de Invention a savoir capables de moduler au m Q ins 
partiellemont ('interaction nitre la proteine PAPl et des formes homologues ct la 
Parkine peuveni egalement etrc des peptides ayant uno sequence corresnondant au site 
d'mieraction de la proteine PAP I ei des formes homologues sur la Parkine. 



D'aulrcs peptides scion invention sont les peptides capables d'entrer en 
>mp6tition avec les peptides defini* ci-dessus pour l'interaclidn avec leur cible 
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eelfulairc. Do tels peptides peuvcnt etre synthases notamment sur la base de la 
sequence du peptide comidcirc, er leur capacite a entrer en competition avcc les 
peptides definis ci-dessu$ peut eire detemiinec. 

5 Un objest sp^cifiquc de la presente invention concernc la proteine PAP1. II 

s'agil plus particulitrcment de la proteine PAP I comprcnant la sequence SEQ ID 
NO:2 ou un fragment ou d6rive de celle-ci, par exemple la proteine PAP1 de 
sequence SEQ ID NO : 13, 15. 43, 45 ou de fragments de cellcs-ci. 

1 0 U n a^e objec de Tinvention reside dans des anticorps ou fragments ou derives 

d'amicorps polyclonaux ou rnonoclonaux diriges contre un polypeptide tel que defini 
ei-avam. Dc Ids anticorps peuvcnt eire generes par des methodes connues de l'homme 
du metier. En particulicr, ees anticorps peuveni eire prepares par immunisation d'un 
animal comrc un compose peptidique de Vinventinn (notamment un polypeptide ou 

1 5 un peptide comprenant tout ou panic dc la sequence SEQ ID NO :2), prclevement du 
sang, ct isolemenl des anticorps, Ces anticorps peuveni egalcmeni etre generis par 
preparation d'hybridomcs selon les techniques eonnues de Thomme dc Part. 

Pius preferemiellemenU les anticorps ou fragments d'anticorps de l'invention 
20 presement la capacite de .modular au moins partiellement rintcraction des peptides 
revendiques avcc Ja Parkine. 

Par ailleurs. ces anticorps peuveni tgalumcnl etre utilises pour detector et/ou 
doscr Texpression de la PAPl dans des echantillons biologiques, et de ce fait, pour 
renscigner sur son etat d'activation. 

25 

Les fragments- on derives d'amicorps sont par exernple des fragments Fab, 
1W2. des anticorps simplc-chame (ScFv), etc. II s'agit notamment de tout fragment 
ou derive conservant la specificitc antigenique des anticorps dom ils sunt issus. 

Les anticorps selon r invention som plus preferentiellement capables de lier les 
30 prolines PAP 1 comprenant la sequence SEQ ID NO :2, 13, 1 5, 43 ou 45, notamment 



1 i . 

la region dc cene proteine impliqucc dans Tinleraetion avec la parkine, Ces anticorps 
(ou fragments ou derives) sonl plus preferemieliemeni eapablcs de lier un epitope 
present duns la sequence comprise entre les residus 1 ct 344 do la sequence SJiQ ID 
NO :2. 

5 

[-'invention conccmc egaleniem les composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques ulilis&bles comme agent pharmaeeuilque. II esi en effei 
possible, a partir des moiifs proieiques aciifs decrits dans la presenle demande, de 
realiser des molecules modulatrices de PacLivkc de PAPI non cxclusivcmcnt 
10 peptidiques el compatibles avec uue utilisation phaniiaeeutique, en parliculier un 
dupliquam les moiifs actifs des peptides avec unc structure non pepcidique ou de 
nature non exclusivemeni pepiidique. 

La presente invention a egalement pour objet tout aeidc nucleiquc 

15 codant pour un compose pepttdique scion ['invention. II peut s'agir en particular d'un 
aeide nuclcique comprenam lout ou parlie dc hi sequence SEQ ID N*! ,12, 14, 42 ou 
44, ou un dc ses derives. Par sequence derivee. on cntend au sens de la presente 
invention toute sequence hybridant avee la sequence presentee en SEQ ID N°l ou 
avec un fragment dc celle-ci et codant pour un compost peptidique selon Tinvcmion, 

20 ainsi que les sequences resultant de ces dernieres par degenercsccncc du code 
gencrique. Des acides nuciciques scion iMnvention comportcni par cxcmplc tout ou 
panic de la sequence nucleique SEQ ID NO : 12, 14, 42 on 44. 

La presente invention est en outre relative a des sequences presentant un 
pourcemage d'idenlite sigirifieatif avec la sequence presentee en SEQ ID N°I ou avec 

25 un fragment de celle-ci ct codant pour un compose pepiidique presentant un 
comporiemcnl physiologique assimilable a celui de la proteine PAPL On emend par 
pourcemage d'identite significatif un pourcentage d'au moins 60%. preferentiellemem 
de 80%, plus preferentiellemem de 90% ei encore plus preftrentiellemeni de 05%. 

Les diffcrcntcs sequences nucleotidiques de 1'inveruion peuvent etre d'origine 

30 anificiellc ou non. II peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc T d'ARN, de 
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sequences hybrides ou de sequences syndietiques ou scmi-synthetiques. Ces 
sequences peuveni etrc obtemies soit pur criblage de banques d'ADN (banquc 
d'ADNc, banque d'ADN genomique). soit par synthase chimique, soil par des 
methodes mixtcs incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences 
obienues par criblage de banques, soit par recherche d'homologie dans des bases de 
donnees nueleiques ou protciques. L'hybridaiion menlionnec ci-dessus est 
prcferentiellernem realisee dans les conditions decrites par Sambrook ct al (1989, 
pages 9.52-9.55). 

Ellc est avamagciuemem realisee dans des conditions d'hybridaiion de tone 
siringcnce. Par r condition;, d'hybridaiion de forte stringenco " au sens de la preseiue 
invention, on entendra les conditions suivantes : 

1 - Competition des membranes Ct PRE HYBRIDATION : 

- Mclanger : 40u) A DN sperme de .saumon ( 1 Omg/ml) 

+ 40 pi ADN placcntairc humain ( 1 Omg/ml) 

- Donaturer 5 mn a 96°C, puis plongcr dans la glace !e melange. 

- Oter le tampon SSC 2X et verscr 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
coiucnunt les membranes. 

- Ajouier le melange des deux ADNIs denatures. 

- Incubation a 42 0 C pendant S a 6 heurcs, avec rotation. 

Competition dc Ta sonde maroucc ; 

- Ajouter a la sonde marquee et purifiee 10 a 50 pj ADN Cot 1. salon la quantitc 
d'hybridations non specifiqucs. 

- Donaturer 7 a 10 mn a 95°C. 

- Incuber a 65°C pendant 2 a 5 hemes. 
3- Hybridation : 

- Oter le mix de pre hybridation. 

- Melanger 40 pi ADN spermc dc saumon + 40 pi ADN placental humain ; 
denaiurer 5 mn a96°C, puis plonger dans la glace. 
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- Ajomer dans le tube d'hybridaiion 4 mJ dc mix formamidc, le melange des deux 
ADN or la sonde marquce/ADN Col I dcnaturee. 

- Jncuber 1 5 a 20 heures a 42°C, avcc rotation. 
4- Lavages : 

5 - Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X, pour rinccr. 

- 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X el SDS 0, 1 %. 

- 2 fois 1 5 minutes SSC 0, 1 X et SDS 0, 1 % a 65°C 
linvcloppcr les membranes dans du Saran et exposer. 

I es condirions d'hybridaiion decriies plus haut sont adapters a ^'hybridation 
10 dans des conditions dc forte slringenee, d'une molecule d'acide nucleique d'une 

longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaincs de nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridaiion ci-dessus decriies pcuvcril etrc 
adoptees en foriction de la longueur de l'acide nucleique dont I'hybridation est 
recherchee ou du type de marquage choisi, selon des techniques connues de 1'homme 

15 du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple elre adaptees 
scion renseigncment comenu dims 1'ouvrage de HAMES et HIGGINS (1985) 
(Nucleic acid Hybridisation iapractical Approach, Haines and Riggins Ed., IRL Press, 
Oxford) ou encore dans 1'ouvrage de F. AUSUBEL ct al (1999) (Currents Protocols 
20 in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y). 

Un acide nucleique parliculier au sens de l'invention code pour un polypeptide 
comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou un fragment ou derive de celle-ei, 
notammcnt pour la proteine PAP1 humaine. 11 s'agit avaniageusement d*un acide 
15 nucleique comprenant la sequence nucleique SEQ ID NO : 1 , 1 2, 14, 42 ou 44. 

De tels acides nucieiques peuvent etre utilises pour la production des 
composes pepiidiques de l'invention. La presente demande conceme ainsl un precede 
de preparation de tels composes peplidiqucs scion lcquul on cultive unc cellule 
50 comcnanr un acide nucleique selon l'invention, dans des conditions depression dudit 
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aclde nucleique et on rectipere le compose peptidique produit. Dans cc cas, la partic 
codanl pour ledU compose pepLidique est gencralemem placee sous le controle de 
signaux permettant son expression dans un hole ecUulaire. Le ehoix dc ces signaux 
(promoteurs. rerminatcurs, sequence "leader" de secretion, etc) peul variei* cji fonciion 
tie I'hfttc cellutaire utilise. Par ailleurs, les acides nucleiques de rinvention peuveni 
lairc parlie d'un vectcur qui peut ctrc a replication autonome ou integratif. Plus 
particuliercmunt, des vecteurs a replication autonome pcuvent etre prepares en 
utilisani des; sequences *a replication autouonne chez l'hote choisi. S'agissant des 
veciems integratifs, ceux-ci peuvenL ecrc prepares par example en utilisani des 
sequences homologues a certaines regions du genome de l'hote, permettant, par 
recombinaison homologuc. Integration du vectcur. II peul s'agir d'un vecteur detype 
plasmidique, episomique, chromosomique. viral, etc. 

Les holes ccllulaires utilisables pour la production des composes peptidiques 
de I'invemion par voic recombinantc sent aussi bien des h&tes cucaryotes que 
procaryoifcK. Parem les holes euc&ryotes qui conviennent, on peul citer les cellules 
animates, ley levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de levures, on 
pent ciier les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyves % Pichia, 
Schwa miiomyces, ou Hansenuh. S'agissant dc cellules animales, on peul citer les 
cellules COS, CHO. C127, PC 12 etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
particuliercment'^p^j'grV/iw ssp. ou Trichod&nna ssp. Commc botes proearyotcs, on 
preftre uxiliscr les bact6rics suiyantcs E. colU Badllus> ou Streptotnyces. 

La presence invention a en outre pour objei des mammiferes non-hurnains 
comprenant dans leurs cellules un acide nucleique ou un vecteur scion TinvenLion. 

De lels mammitcres (rongeurs, canins, lapins* etc.) sont notamment utilisables 
pour 1 'etude des proprieles dc la PAP1 et ^identification de composes a visee 
ihcrapeuiique. I .a modification du genome d'un Lei animal iransgenique peul resulter 
d'une alteration ou une modification dc un ou plusicurs genes par "knock-in" ou par 
"knock-oul". Ceue modification pcuventt ftire effectuees a l'aide d'agents alterants ou 
mutfigdncs classiqucs on bien par mutagenese dirigee. La modification du genome 
peut egalemcm rt^ulter d'une insertion de gene(s) ou dc rernplacement de gene(s) 
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dans sd (Jeur) forme sauvage ou mutee. Les modifications du genome sont 
avamageusemem effectives sur des cellules souches reproductrices et 
avuniagcuscmcnt sur les pronuclei. La transgenese peul etre effectuee par 
microinjection d'unc cassette d'exprcssion eomprcnant ]cs genes modifies dans les 
5 deux pronuclei fecondes. Ainsi un animal selon la preseme invention pent etre obtenu 
par injection d'unc cassette depression comprenanl un acide nucleique. De maniere 
preCerenlielle, cet acide nucleique est im ADN qui peut etre un ADN genomique 
( ADNg) ou un ADN complemenlaire (ADNe), 

La construction d'animaux iransgoniques selon l'invcntion peut etre realisee selon des 

1 0 techniques- classiqucs bicn connues dc Thommc du metier. L'bomme du metier pourra 
en particular se referer a la production d'animaux transgeniqucs, ct partictilierernent a 
la production de souris transgeniques, telles que decrhes dans les breveLS US 
4,873,191. US 5,464,764 ct US 5,789,215, lc contcnu dc ees documents ecant ici 
incorpord par reference. 

1 5 En bref. une construction polynucleotidiquo comprenant un. acide nucleique 

selon Tinveniion est insdree dans une lignee de cellules souches de type ES. 
L' insertion de la construction polynucleptidique est realisee de preference par 
eleelroporation, telle que decrite par Thomas et al. ( 1 987, Cell, Vol.5 1 ;503-5l2). 

Les cellules ayant subi 1'etape d'electroporation sont ensuite eribldes pour la 

20 presence dc la construction pnlynucleotidique (par cxcmple par selection a 1'aide de 
marqucurs, ou encore par PCR ou par analyse sur gel d'eleclrophorese d'ADN de type 
Southern) afin de sileetionner les cellules positives ayani inicgre la cunslruciiuu 
polynucleotidique exogene dans leur genome, le cas echeant a la suite d'un 
cvdncmcni de recombinaison homologuc. Une telle technique est par example decrite 

25 par M AN SOUR el al. {Nature ( 1 988) 336: 348-352). 

Ensuite, les cellules selectionnees positivement sont isolees. donees et 
injectees dans des blasiocystes de souris cfc 3,5 jours, centime cela est deerit par 
BRADLEY (1987, Production and Analysis of Chimaetic mice. In: E. J. 
ROBERTSON (Ed., teratocarcinomas and embryonic stem cells: A practical 

30 approach. 1RL pre$s. Oxford, page 1 1 3). Des blastocystes sont ensuite introduits dans 
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un animal hotel femclle el le dcveloppcmem de I'embryon est poursuivi jusqu'au 

terme. ! 

i 

Scion unjc alternative, des cellules dc type ES selcctionnees posiiivement sont 

mises en contact avcc des cmbryons dc 2.5 jours a un stadc 8-16 cellules (niont(uc) 

i 

5 comme deeril ppr WOOD et al. (1993, rroc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.90: 4582- 
4585) ou par NAGY et al, (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 90: 8424-8428), 
Ics cellules ES ptant internalisces afm de coloniser exiensivcment le blastocyste, y 
compris les cellules donnant naissance a la lignee genninale. 

Les descendants soni cnsuite testes afin de determiner ceux qui ont integre la 
10 construction polynuclcotidique (lo transgene). 

t 
i 

i 

Lcs acidjes nucleiqucs ■ selon l'invention peuvent egalement servir a la 
realisation d'oli^onucleolides antisens ou d'antisens genetiqucs utilisables comme 
agents pharmacejutiques. Lcs sequences aniisens sow des oligonucleotides de petite 

15 taille, eomplcmentaire du brin codant d'un gene donnc, ct dc cc fait capablcs 
d'hybrider speeifiquement avec I'ARNm transcrit, inhibanl s-a traduction en proieine. 
L'invention a aiijisi pour objet lcs sequences antisens capables d'inhibcr au moins 
partielleinent Interaction des proieincs PAP1 sur la Parkine. De telles sequences 
peuvent etre consirituees par tout ou panic des sequences nucleiques defmics ci-avant. 

20 II s'agit gencralement de sequences ou de fragments dc sequences complcmcntaires de 
sequences codant pour des peptides intcragissahc avec la Parkine. De wis 

i 

uligonuctcotides | pcuvem etre obtenus par fragmentation, etc, ou par synthesc 
chimiqite. 

i 
| 

- 5 Les sequences revendiquees peuvent etre utilisees dans le cadre de therapies 

goniques, pour lejiransfert et I'exprcssion in vivo de sequences antisens ou de peptides 
capable* de modujler l'interaciion de la proieine PAP1 avec la Parkine. A eel egard, lcs 

i 

sequences pcuvciu cue incurporces dans des vecieurs viraux ou non viraux, 
permeuam leur administration in vivo (Kahn el a/., 1991). A titrc de vecteurs viraux 
30 con formes a l'inyention on pent tout particulierernent citer les vecieurs de type 




adenovirus, retrovirus, virus associe a Padenovims (AAV) ou vims de l'herpes. La 
presenic demande a egalemenl pour objet des virus recombinants defectifs 
comprenam un| acide nucleique codam pour un polypeptide scion l'invenlion, 
noiamment un polypeptide ou peptide comprcnant tout ou partie dc la sequence SEQ 

5 ID NO :2 ou d'nn derive de cclle-ci, par excmple tout ou partie de la sequence SJKQ 
ID NO : 12, 14, <42 ou 44 ou dc derivees dc cclles-ci, 

L'invcntibn permet egalemcnt la realisation do sondes nuclcotidiques, 
syntheiiques ou lion, capables de s'hybrider avec los sequences nucieotidiqucs definies 
ci-avam ou leurjbrin cornplcmenrairc. De telles sondes peuvent etre Litilisees in vitro 

10 commo outil dc, diagnostic, pour la detection de I'exprcssion ou surcxpression do 
PAPK ou encore pour la mise en evidence d'anomalies genetiques (mauvais cpissage, 
polymorphisms, mutations ponctuelles, etc), Ccs sondes pcuvent egalemcnt etre 
utilisces pour laj mise en evidence et I'isolement de sequences decides nucleiques 
homologues codam pour des peptides tels que definis prccedemmenl, aparlir d'autrcs 

15 .sources cellulaires et preferehtieUement dc cellules d'origines humaines. Les sondes 
de i'invention component generalcment au moins 10 bases, et cllcs peuvenl par 
cxemple comportcr jusqu'a riniegralile d'une des sequences prccicees on de leur brin 
eomplementaire. Preferenticllement, ccs sondes sont marquees prealablemeni a leur 
utilisation. Pour cela, differentcs techniques connues de l'homme du metier peuvent 

20 etre employees (marquage radioactif, fluorescenL enzymatiquc, chimique* etc). 

L "invention cone erne egalemcnt des amorces ou couples d^amorces permettant 
d'umpliflcr tout du unc partie d'un aeidc nuclei que codam une PAP1, par exemple 

une amorce de sequence choisie parmi SEQ ID NO : 16-41. 

i 

25 L'invcntion a encore pour objet loute composition pharmaceutique comprcnant 

comme principe fictif au moins un compose tel que defini ci-dessus, notamment ua 

compose pcptidiqkie. 

j 

Ellc a nothmmcnt pour objet toute composition pharmaceutique comprenam 
comme principe actif au moins un antieorps et/ou un fragment d'anticorps lei que 
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defini ci-dessus.; ainsi que Louie composition pharmaceuliquc comprenant comme 

principc aclif aujmoins un acide nucleique ou un vecteurtel que defini ci-dessus. 

I 

File a egalemenf pour objei Unite composition pharrnaceutique comprenant 

i 

commo principcj aclif unc molecule chimique capable d'augmenter ou dc diminuer- 
5 I'mteraclion entrje la proteine PAP1 ct la Parking. 

Par ailleiirs, cllc a aussi pour objei les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, amicorps* molecules chimiques et sequences nucleotidiques 
dcfinis ci-dessus isonl assocics entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

10 Les compositions pharmaceutiques selon Vinvention pcuvent ctrc utilisees 

pour moduler I'aicliviie de la proteine Parkinc ct dc cc fait mairuenir la survie des 
neurones dopamijnergiques. Plus paniculierement. ccs compositions pharmaceutiques 
sonl designees a 'moduler Interaction enire la proteine PAP1 et la Parkine. U s'agil 
plus prcferentiell'emeni de compositions pharmaceutiques desiinees au traitemem de 

i 

1 5 maladies du systeme nerveux central comme par excmplc la maladic de Parkinson. 

i 

i 
i 

L'invenlion a encore pour objet rmilisation des molecules decrites ei-avant 
pour moduler l'a^tivite de la Parkine ou le rypage de maladies du sysreme ncrveux 
central. En particular, l'invention concerne 1'utilisation de ces molecules pour 
20 moduler au moin«f partiellcment racLivue de la Parkine. 

i 

L'iiivciuuin concerne egalemem un procede pour le criblage ou la 
caractcrisation de molecules actives sur la tbnciion de la parkine, comprenant la 

selection dc molecules capablcs de licr la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence 

i 

25 SEQ ID NO :4, ;ou un fragment (ou derive) de celles-ci. Le procede comprend 
avaniagcusement ila mise en contact, in vitro, de la ou des molecules test avec un 
polypeptide comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence SEQ ID NO :4 ? ou 
un fragment (uu derive) de ecllcs-ci, el la selection dc molecules capables de Iier la 

sequence SEQ ID;NO :2 (notamment la region comprise entre les rcsidus 1 et 344) ou 

i 

30 la sequence SEQ ID NO ;4. Les molecules testees peuvent elre de nature variee 
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i 

i 

(peptide, nueleique, lipidc, sucre, etc.. ou des melanges de telles molecules, par 

excmple des bibliotheques combinatoires, etc.). Comme tndique ci-avanl, les 

molecules ainsi jldenti flees pen vent eire urilisees pour moduler l'activite de la protcine 
i 

Parkine, et representent des agents therapcutiques poicmicls pour le traircmeut de 
pathologies neurodegeneratives. 

D'autrcs javanlages de la presenie invention apparahront a la lecture des 
exemples et figujre qui suivem, qui doivcnl eire consideres comme illustraiifs et non 
limiiaiifs. ! 

LEG EN DES DE LA FIGURE : 

Figure 1 : Representation du vecteur pLex9-Parkine (135-290) 

Figure 2 : Resuhpts de la premiere experience 5 5 -RACE. 8 clones ont ete obtenus* La 

15 sequence electronique initiale esi indiquee au bas de la figure. 

Figure 3 ; Resullats de la seconde experience S'-RACE. Seulemenc deux des 8 clones 
oblenus dans la premiere experience ont etc valides (clones A12 et D5). La sequence 
elceironique initijale est indiquee au has de la figure. La sequence complete des ADN 
et proieincs et donnee dans les Sequences 12-15. 

20 Figure 4 : Detailjde r organisation des clones C5 el D4 de la seconde experience 5'- 
R ACE. La sequence consensus resulumte est indiquee en haut de la figure. 
Figure 5 : Structure des transcrits isoles a partir de cerveau humain. 
Figure 6 : Sequence nuclcique et proteique de LY) 1 1 (Full length) de cerveau humain. 
Double soultgnc : : cysteines conservees du domaine en doigt de /inc. Gras : Domainc 

25 CiL Italique ; domaine 0^2. 

Figure 1\ Sequence nucleique et proteique de LY1I1 (version courte) de cerveau 
humain. Double fcouligne : cysteines conservces du domaine en doigt de zinc. Gras : 
Domaine QK I Ltd i que : domaine Cil. 

Figure 8 : Localisation de la proteine LY1 I I courte (8b) ou longue (8a) apres 

30 expression dans ijes cellules Cos-7. 

i 
i 
i 
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l 

Figure 9 : Sequence nucleique ct proteique de LY111 (version longuc) de poumon 
humain. j 

i 

Figure 10 : Sequence nucleique et proteique de LYl 1 1 (version courte) de cerveau 
humuin. '• 

5 j 

MATER1ELS KT TECHNIQUES MIS EN OEUVRE 
1) Souches d« leivurc: 

i 

La souch? L40 du genre S.wevvsiae (Mata. his3D2Q0. trp I -90 1, Ieu2-3J12, 
10 adt>2< LYS2:: (lexAop),,-] IIS3. URA3::(lcxAop}^-LacZ t GAL4, GAL80) a etc utiliscc 
pour verifier lesj interactions protcine-proleine quand Tun des partcnaires proteiques 
est ftisionne a la proleine UxA. Cette demicre e$i capable de reconiiaitre ^element de 
reponsc I.exA coyurdlant 1'expression des genes rapporteurs LacZci His3. 
Elle a ete Icultivce sur les milieux de culture suivams:. 
1 5 Milieu YPD comjplec : -Extrait de leviircs ( 1 0 g/l) ( Difco) 

-Baciopcptonc (20 g/l) (Difco) 
-Glucose (20 g/l) (Merck) 
Ce milieu a ete rendu solidu par addition de 20 g/l d'agar (Difco). 

20 Milieu YNR minimum : -Yeast Nitrogen Base (sans acides amines) (6,7 g/l) 
(Difco) ; 

- Glucose (20 g/l) (Merck) 

r 

Ce milieu pcut litre rendu solide par addition de 20 g/l d'agar (Difco). U peut 
ogalement eirc supplement* en acides amines et'uu en 3-amino-l,2,4-triazolc par 
2? addition dc milieux CSM [CSM -Leu. -Tip. -His (620 mg/1). CSM -Trp (740 my/1) ou 
CSM -Leu. -Trp (640 mg/l)(Biol01 )] et/ou dc 3-amino-l,2,4-triazole 2,5 mM. 

2) Souches de bacteries: 

La souchej TGI Escherichia coii, de genotype supE, hsdA5, thi, A(lac- 
30 proAB), F'fira D16 pro A + B + lacl^ lacZAMlS], a ete employee pour la construction 
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1 
i 

tie plasmides,: commo moyen d^amplification ex cTisolemeni dc plasm ides 
recombinants utilises. Elle a etc cultivcc sur le milieu suivam ; 
Milieu L B: j -NaCl (5 g/l) (Proiabo) 

-Bacrotryptone (10 g/l) (Difco) 

-Exlrail dc Icvure (5 g/l) ( Difco) 
Ce milieu esl rehdu solidc par addition dc 15 g/l d'agar (Difco). 

L'ampicilline a ete utiliscc a 100 ug/mL eel anlibioiiquo sort a selectionner les 
bacieries ayaot ijc^u les plasmides ponant comme marqueur le gene de resistance a cet 
amibiottquc. 

La souche HB101 &' Escherichia coli de genotype supE44. am 14, galK2, 
lacYL A(gpt-pr<pA)62, rpsL20(Str r ), xyl-5 v mtM, recA13, A(mcrC-mrr), HsdS~(r~m") 
a eie employee (comme moyen d'amplification et d'isolerneiil de plasmides provenant 
dc la banquc d'/^DNc de lymphocyte humain. 
Ellc a ere cullivec sur 

Milieu M9: i -Ka2HP04 (7 g/l) (Proiabo) 

i -KII2P04 (3 g/l) (Proiabo) 

i 

1 -NH4C1 ( 1 g/l) (Proiabo) 
-NaCl (0,5 g/l) (Proiabo) 
-Glucose (20 g/J) (Sigma) 
; -MgS04(l mM) (Proiabo) 
-Thiamine (0,001 %) (Sigma) 
Cc milieu cm rendu solide par addition dc 15 g/l d'agar (Difco). 
De la leucine (50 mg/1) (Sigma) el de la proline (50 mg/1) (Sigma) doivent ctrc 
ajouiees au milieu M9 pour pcrmettre la croissance de la sotiche HBI01 . 

Lors de la selection de plasmides provenant de la banque deux hybrides 
d'ADNc de lymphocyte, la leucine n'a pas ete ajoutec au milieu car les plasmides 
porrenl un marqueur de selection Leu2. 

3) Plasmides : 



i 
i 
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Le vecteur pLcx9 (pBTM116) (Bartel at al„ 1993) dc 5kb homologue au 
pGBTIO qui contient un site multiple de clonage situc en aval de la sequence cudanl 
pour le rcprcsscur bactcricn Lex A et en amoni d'un lerminatcur pour former une 
proteine dc fusion. 

5 pLex-Ha^asVal 1 2, plasmidc pLex9 , lei que decrit dans la demande 

AVCW8/2I327, qui contient la sequence codant pour la proteine HaRas mutee en 
i 

position Vail 2 Qonnue pour interagir avec la proteine Raf dc marnmifere (Vojtek et 

<//., 1993). Cc plasmide a ete utilise pour tester la speciftcile dMnteraction dc la 

proteine PAP1 dians la souchc L40. 

10 pLex9-cAPP, plasmidc pLex9 qui conueni la sequence codant pour ic 

domaine cytoplusmique de la proteine APP cqnnuc pour interagir avec le domaine 

PTB2 de FE65. te plasrnide a etc udlis6 pour tester la specificite d'imeraction dc la 

proteine PAP I d^ins la soucheL40. 

i 
i 

1 5 4) Oligonucleotides dc synthesc: 

TTAAGAATTcj GGAAG TCCAO CAGGTAG (SEQ ID N°5) 

ATTAGGATCC CTACACACAA GGCAGGGAG (SEQ ID N y 6) 

Oligonucleotides qui ont pcmiis d'obtenir le fragment PCR correspondant a la region 
centrale dc la Parkinc bordee par les sites EcoRI et BamJIJ. 

20 ! 

(•.COTTTGCiAAl TCACTACAG (SEQIDN°7) 
CiCilCTCCiCrTCjiTGOCATC (SEQIDNT8) 
CCGGTTGCTT GGAGGAAC (SHQ ID N°9) 

CGTATTTCTC 'CGCCTTGG (SBQIDN'lO) 

25 AATAGCTCGA 1 GTCAGTGCAG GACAAGAG (SEQ ID N° 1 1) 

Oligonucleotides; qui one servi a sequencer I'insert correspondant au gene PAP 1 . 

Les oligonucleotides sont synthetases sur I'apparcil Applied System A 131 394- 
08. lis sont decroches de la matrice de synthese par de 1'arnmoniac ct precipites deux 



i 
I 
I 
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fois par 10 voluimes de n-bucanol puis repris dans de Peau. La quantification esi 
effectucc par mesure de la donsile optiquc (IDO2&0 correspond a 30-ng/ml). 

i 

5) Preparation des ADN plasmidiques, 

Los preparations cu petiie quantitc el en grande quamite d'ADN plasmidique 
ont etc effeclueesj selon les proiocoles recommandes par le fabricant Quiagen des kits 
de purification d'jADN : 

- Quiaprep Spin pj/liniprep kit, ref; 271 06 

- Quiaprep Plasmiid Maxiprep kit, ref: 12163. 



6) Amplification; enzymatique d'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) : 

Les reactions de PCR sont effectives dans un volume final de 1 00^1 en 
presence de la matricc d'ADK, dc dNTP (0 7 2 mM), de tampon PCR (Tris-HCI pH 8,5 
10 mM v MgCl2 i mM, KC1 5 mM, gelatine 0,01%), de 10-20 pmoles dc chacun des 
15 oligonucleotides jet dc 2,5 UI d'Arnpli Taq DNA polymerase (Perkin Elmer). Le 
melange est reconvert de 2 gouues d'huile de paraffine pour liniitcr ['evaporation de 

rcchantillon. L'appareil utilise est lc "Crocodile IT d'Appligene. 

i 

Nous averts utilise une temperature de denaturalion de la matricc de 94°C, une 
temperature d'hyjbritiation de 52 a C ct une temperature d'clongaiion par i 'enzyme a 
20 72 C C. ! 

7) Les ligatures : 

Toutes les reactions dc ligation sont effectuecs a 37°C pendant une heure dans 
un volume final 'dc 20 pi en presence dc 100 a 200 ng de vecteur, 0,1 a 0,5 ng 
25 d"insert_ 40 Ul d'enzymc T4 DNA ligase (Biolabs) et un tampon de ligation (Tris-HCI 
50 mM pH 7,8; MgCIo 10 mM; DTT 10 mM: ATP 1 mM). Le temoin negatif est 
constituc par la ligauon du vecteur cn Tabsence d' insert. 

8) Tranformation des bacteries : 
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1 

La tranfojrmation des bacterids par un plasmide est cffectuee selon le protocole 
suivanr :\Q}i\ dii volume do ligation esi ucilisee pour transformer les bacterids TGI 
scion la mclhodc la melhodc de Chung (Chung er a!., 1989). Apres transformation les 
bacluries sont etalecs sur un milieu LB + ampicilline et incubccs 16h a 37°C. 

i 

5 1' 

9) Separation etj extraction des ADN: 

La separation des ADN csi realisce en fonciion de leur laille par 
elecirophorese sir gel d'agarose scion Maniaris (Maniatis et al» 1989) : gel d'agarose 
a ]% {Gibco BRjL) dans un tampon TBE (Tris base 90 inM; BoraLe 90 mM; EDTA 2 
10 mM) ; 

i 

10) Sequenfagejflunresccnt des ADN plasmidiqucs : 

La technique - dc sequen^age uiiliscc csl derivee de la methode de Sanger 
(Sanger at aL* l|977) et adaptcc pour le scquengage par fluorescence developpe par 
15 Applied Biosysllcms. Le protocole utilise csl ceiui dfecrit par les conceptcurs du 
systeme (Perkin jFJnrier, 1997). 

t 

1 1 ) Transformation de la levure: 

Les plasniides sont inlroduits dans la levure par une technique classique de 
20 transformation dje la levure rnise au point par Oielz (Gietz et ah, 1992) el modifiec de 
la ta$on suivamc? : 

Dans le cas pamculier dc la tranformalion de la levure par la banque d'ADNc 
dc lymphocyte. \ la levure utilisee contienl 1c plasmide pLex9-Parkine (135-290) 
codaiU pour la garlic centrale de la Parkine tusionnee a la proteine LexA. Ellc est 
25 cultivee dans 20b in) dc milieu minimum YNB supplemente en acides amin6s CSM - 

7 

Tqva 30°C sou? agitation jusqu'a unc densite dc 10 cellules/ml. Pour effectucr la 

i 

transformation des levure$ suivant 1c protocole precedanl, la suspension ccllulaire a 
ele siiparec en I'O lubes de 50jj1 dans lesquels 5|.ig de la banque ont etc ajoutes. Lc 
choc ihermiquc a ele effectue pendant 20 minutes puis les cellules ont ete collectecs 

30 par ccnirifugation ct rcsuspendues dans 100 ml dc milieu YPD pendant Ih a 30°C el 

i 
i 
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10 



dans 1 00 ml dc 



milieu YNB supplement en CSM -Leu, -Tip pendant 3h30 a 30°C 
L'efficaeite de [la transformation est dcterminec cn ctalant differcmes dilutions dc 

cellules transforrnccK sur milieu YNR solidc .supplement en CSM -Trp, -Leu. Apres 

i 

unc culture a 30i°C durant 3 jours les colonics oblcnues ont etc comptccs el le taux de 
transformation pjar |±g d'ADN de la banque de lymphocyte a eUi determine. 

i 

12) Isokment djc plasmidcs cxtrait dc levure ; 

i 

5 ml d'uiie culture de levure incubee 16h a 30°C sont centrifuges ct rcpris dans 
200 pi d'un Tampon de lyse (Sorbitol 1M. KH 2 P0 4 /K:HP0 4 OJM pH7,4, 2ymolyasc 
12 T 5 mg/ml) eijincubc$ lh a 37°C. Le lysat est ensuite traite selon le protocolc 
recommande par le fabriquanl Quiagen du kit de purification d'ADN, Quiaprcp Spin 
Miniprcp kit, ref27106. 



13) Test d'activptc de la 3-galactosidasc ; 

15 Unc feuillc dc nitrocellulose est prealablemcnt deposee sur la boile de Petri 

i 

contcnam les clones dc levures individualises. Cette feuillc est ensuire plongee dans 
dc I'azote liquidje pendanr 30 sccondes afin de faire eclater les levures ct dc liberer 
ainsi Pactiviie B;-galaciosidase. Apres decongelation, la feuillc de nitrocellulose est 
deposee, colonics vers 1c hauL dans une autre boice dc Petri contcnant un papier 
20 Whatman prcalajblement imbibe dc 1,5 ml de solution PBS (Na2HP04 60 mM, 
Nall2r04 40 mjvl, KCI 10 mM, MgS04 I mM, pH7) contenant 15 pi de X-Ga! (5~ 
bromo-4-chloro-3-indoyl-p-D-galactoside) a 40 mg/ml de N,N-dim6thyltbrmamide, 
La boiic est ensijiire placec dans une etuve a 37°C. Lc lest est dit positif lorsquc les 
colonics virent au bleu sur la membrane au bout de 12 heurcs. 
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EXEMPLE t: CONSTRUCTION D'UN VECTEUR PERMETTANT 
L' EXPRESSION D"UNE PROTETNE DE FUSION ENTRE LA PARTIE 

CENTRALE DE^A PARK1NE El LE RKPRESSEUR BACTERIEN LEXA. 

> 

30 i 




I .c criblage cTune banquc utilisam le sysleme double hybride necessite que la 
region centrales !dc la Parkine soil fusionncc a une proteine lianl TADN commc le 
represseur bactelrien Lex A. L 'expression de cette proteine de fusion est realisee grace 
au vecieur pLc*9 (of. maceriels el methodes). dans lequel a ele inlroduite, dans le 
5 meme cadre de lecture que la sequence correspondanl a la proteine LexA, la sequence 
eodani pour la yegion cenirale de la Parkine figurant dans la sequence presentee en 
SEQ IDN°3 ou'4. 

Le fragment d'ADN de 4<S8 pdb correspondent aux 156 acides amines de la 
region cenirale dc la Parkine qui commence a I'acide amine 1 35 a etc obtenu par PCR 
10 u partir des oligonucleotides (SEQ ID N°5 N ct N°6) qui ont cgalcmcnt pcrrnis 
d'introduirc le site EcoRI a l"cxircmilo 5' el un codon stop ct un silc BamHI a 
Pcxlremilc 3*. Lie fragment de PCR a ete irHroduii enire les sites EcoRI et BamHI du 

i 

multisite de cl^nage du plasmide pLex9 en aval de la sequence codani pour la 
proteine Lex A pbur donner le vecteur pLex9-Parkine (135-290) (Fig, I). 
15 La construction u etc verificc par sequence dc TADN. Ceue verification a 

pcrmis de monirer que ce fragment nc presenlait pas de mutations gdncrees au cours 
dc la reaction de PCR et qifil etail fusionne dans la meme phase ouvertc dc lecture 

i 

que cello du fragment corrospondani a L.cxA. 

20 ! 

EXEMPLE 2: c|r!BLAGE D'UNE BANQUE DC FUSION DE LYMPHOCYTE. 

Nous avohs utilise la methode du Double-Hybride (Kiclds el Song, 1989). 

Le criblage d'une banque de fusion permet d'identifier des clones produisant 
25 des proteine* fusionnees au domaine transactjvateur de GAL4 t pouvanc interagir avec 
la proteine d'interet d6crite dans Pexemple I (region centralc de la parkine). Cette 
interaction permjet dc reconstitute un transact ivatcur qui va alors etre capable 
d^induire 1 'expression des genes rapporteurs ULs3 et /.acZdans la souchc L40. 

Pour effe?tuer ce criblage nous avons choisi une banque de fusion realisee a 

30 partir d'ADNc pijovenant dc lymphocytes humains pcriphcriques fournie par Richard 

i 
i 
t 

i 



Benarous (Peypvi el al., 1999). Des Ievures ont etc rransformees par la banque de 

i 

lymphocytes elj des clones positifs ont ere selectionnes comme decrit ci-apres. 

Lons dik criblage i) est neeessaire de preserver la probability que chaque 

j 

plasmide indepiendani de la banque de fusion soil present dans au moins unc levure en 

i 

mciric temps jque lc plasmide pLex9-Parkine (135-290). Pour preserver ceUe 
probability il est important d 'avoir une bonne efficacite de transformation de la 
levure, Pour cpla nous avons choisi un protocole de transformation de la Ievure 
dormant unc ejfficacittS de 2.6 10 5 cellules transformccs par ng d'ADN. De plus 
commc la coiransformalion de la levure par deux plasmidcs diffcrcnts reduit cctle 
efficacite, nou^ avons prefere uciliser une levure prealablement rransformcc par le 
plasmide pLex£-Parkine (135-290). Cette souche L40 pLex9-Parkine (135-290) de 
phenoiype His-j. Lys-. Leu-, Ade- a ete transformee par 50\ig d'ADN plasmidiquc dc 

la banque de fusion. Cette quantite cTADN nous a permis d'obtenir apres eslimation 

7 ■ 

1.3 10 ' cellules uansformees. ce qui correspond a un nombrc legerement superieur au 
n ombre de plasfrides independams qui constituent la banque. D'apres ce result ?i nous 
pouvons penserjque la quasi lotalite des plasmides de la banque a scrvi a transformer 
les Ievures. Lii selection des cellules transformees, capable$ de reconstituer un 
transactivatcur tancrionnel, a ete faite sur un milieu YNB supplements avec 2,5 mM 
3-amino-L2.4-triazole et 620 mg/1 de CSM (BiolOl) ne contenant pas d'histidine de 
leucine el de tryptophane. 

A l'issu? de cette selection, de nombrcux clones avec un phenotype His+ om 
cLe obtcnus. Sur! ccs transformants un test d'acrivite p-galactosidasc a etc cffccluc afin 
do valkier par ('expression de Taulre gene rapporteur, LacZ. ce nombre de clones 
oblenus. 115 Clones presentment le double phenotype His+, p-Ga|+ pouvant 
corrcspondrc a line interaction pratuinc-proieinc 

i 
I 

j 

EXEMPLE 3:|lSOLEMENT DES PLASMIDES DE LA BANQUE DANS LES 
CLONES SELEjCTIONNES. 
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Afin d'iclemifier les proteines pouvant intcragir avcc la region central dc la 
Parkinc, les plasmides de la banque de fusion conlenus dans les levures selectionnees 
Iocs du cribkgcj double hybridc one etc exiraits. Pour pouvoir en oblenir en grande 
qunnliie, eel i s <jlemenl necessity au prealable une transformation d'E.coli par un 
cxtrait d'ADN <?es souches de levures positives. Comme le plasrnide de la banque 
eontenu dans cet cxtrait est un plasrnide navette levure/£.co// il peur facilemcnt sc 
repliquer chcz j!a bacierie. Le plasrnide de la banque a etc sclectionne par 
complementation de la bacierie HB10I auxutrophe pour la leucine sur milieu 
depourvu de leucine. 

I 

Les ADN plasnudiques des colonies bacieriennes obtcnues aprus 
iransformation par des exiraits d'ADN de levures ont etc analyses par digestion avcc 
des enzymes dc; restriction el separation des fragments d'ADN sur gel d agarose. 
Parmi les 115 tlones analyses, un clone contcnant un plasrnide de la banque 
presemam un pr|ofil different des aulres a etc obtenu. Cc plasrnide, appele pGAD- 
1 5 LyI I lb. a etc phis precisemeru eludie. 



■ 

EXEMPLE 4: DETERMINATION DE LA SEQUENCE DE L'INSERT CONTENU 
DANS I E PLASkflDE IDEKTIFIE. 



Le sequerjeage dc I'inscrt comenu dans le plasrnide ideniifie a ete realise dans 
un premier temps a partir de I 'oligonucleotide SEQ ID N'7 complcmcntairc dc la 
sequence de GAL4TA a proximite du site EcoRI dMnscrtion de la banque de cDNA 
de lymphocytes. Puis dans un deuxieme temps a parlir des oligonucleotides SEQ ID 
25 N"8 a SEQ ID N°l 1. cortespondant a la sequence de 1'inscrt obtenue au cows de la 
progression du sequencage. La sequence obtenue est presentee sur la sequence SEQ 
ID NOI. La proteine ainsi identifice a etc designee PAP1 (Parkin-Associated Protein 
1). 

La comparison de la sequence de cet insert avec les sequences comcnues 
dims les banquesde donnees GENBank et EMBL (European Molecular Biology Lab) 



a momre une hjomologie de 25%. au niveau proteique, avcc differems membres dc la 
familJe des Synaptocagmines. Lcs Synaptotagmincs font parlie d'une faniille de 
proteines membranaire* codees par au moins on2e genes differents cxprimes dnns le 
cervcau ct outrjcs tissus. Ellcs conticnncnt un domaine transmcmbranairc unique ct 
5 deux domaines; regules par le calcium appeles C 2 . C'cst dans ce domaine que I 'on 
trouve Phomolpgic entre lcs Synaptotagmines el la proteine PAP1. Aucunc autre 
homologie significative n'a etc obsorvec. 

EXEMPLE S: ANALYSE DE LA SPECIFTCITE D'INTERACTION ENTRE LA 
10 REGION CENTRALE DE LA PARKTNE CT LA PROTEINE PAP1 . 

j 

Afin de determiner la specificite d'interaction entre le fragment correspondant 
ii la proteine PAP1 ei la region central* de la Parkine, un lest d' interaction specifique 
deux hybrides aivec d'auires proteines non relevances a ete realise. Pour realiser ce test 
15 nous avons trarjsforme la souchc L40 par les plasmides de controlc plcx9-cAPP ou 
pLe.x9-HaRasVal!2 a la place du plasmide pLcx9-Parkin (135-290) cudam 
respectivemenl )pour le domaine cytoplasm ique de l'APP ou la proteine HaRasVali2 
fiisionnes au domaine le liaison a I'ADN dc LcxA ct par le plasmide isole lors du 
eriblagc de la Ibanque deux hybrides. Un lest d'acliviic fl-Gal sur les cellules 

20 trunsfonnccs par les different* plassmide* a ete effectue afin de determiner une 

i 

interaction proieine-proteinc. D'apras lc resuUal du test sculcs lcs levurcs 
transformees par I* plasmide isole lors du criblage dc la banque deux hybrides et par 
le plasmide pLejx9-Parkine ( 1 35-290) presentaient une aciivite fl-Gal+ moatxanl ainsi 
une interaction ! entre la region contralc de la Parkine et la proteine PAP1. Cette 
25 interaction s'avere done etre specifique puisque ce fragment de PAP I ne semble pas 
intcragir avec lcs proteines cAPP ou HaRasValH. 

! 

Ces restiltats montrem done r existence d'une proteine nouvelle, designee 
PAP1. capable jd'interagir de maniere specifique avcc la Parkine. Cette proteine, 
30 apparcntcc aux synaptotagmines, ne prcscntc aucune homologie significative avec des 
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i 

proteines connives, et peul etre utilisee dans dcs applications therapcutiqucs ou 

diagnostiqucs. pbur la production d'aulicorps, de sondes ou peptides ou encore pour 

i 

kr criblage de molecules actives. 

j 

5 EXEMPLE 6 : tLONAGE DU GENE PAPI A PAKTJR IT UNE BANQUE D'ADN 
PK POUMON HUMA1N 

Duns Ic but d'id^niifter la sequence complete du gene PAPI humain cl de caracteriser 
I 'existence de formes variantcs, deux approches d'elongation olcctroniquc ont ele 
10 rfailisees a partiij do la .sequence SEQ ID NO : 1. Deux sequences clcctroniques ont 
ainsi ete obtenuos. dc 1644 pb ct 1646 pb respeccivemcm, comportant une elongation 
de 330 pb par rjipport a la sequence SEQ ID NO :1. Neanmoins, Tanalysc de ces 
sequences a mqntre des differences dans la region consensus, apparenles aprcs 
traduction. Ainsk unc ORF de 420aa est oblenue dans un cas. et une ORF de 230aa 

15 avee Tautrc scqluence. La sequence proieiquc obtenue a ete comparec avec les 

i 

sequences connifes. et a revile unc homologie dc 24% sur les 293 aeides amines 
rccouvrant avec j la synaptogamine humainc I (p65)(p2l579). La fonction de la 
synaptogamine Iimeut etre un r6le regulateur dans le$ interactions membranaircs au 
eours du irafic de vesicules synapliques dans la zone de la synapse. Elle lie les 

i 

20 phospholipidcs acides avec une certaine specificite. En outre, une interaction 

dependantc du calcium entrc la synaptogamine et les recepteurs de proteinc kinase C 

i 

aciivee a cte rapportee. La synapiogamine peul cSgalemem lier irois autre* proicinos 
que sont la neurexine, la syntaxine ct ap2. Compte Tenu de la disparition bruiale el 
precoce de tout's homologie enlre les sequences identifiees et la famille des 
25 synapio gamines, il est possible que la sequence idemifiee presentent unc deletion par 
rapport a In .sequence nature! Ic. Pour verifier cclie hypothesc et valider les sequences 
unc experience die RT-PCR et sequei^age a etc realisee en utilisant la sequence dc 
1644 pb. La sequence obienir comporte une ORF de 420aa presenlaiit une homologie 
de memo ordre avec les synaptogarnines. 

30 
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I 
j 

Pour lenier cTobteiiir une sequence plus grande, el verifier si la sequence obicnue 
pouvait eoirespfcndrc k une forme d'epissage, une experience d'elongation par 5'- 
RACE a etc inittjee a parlir de la region 3* de la sequence validee, an moyen des-oligos 
LI ei L2 sur unej preparation d'ADNe de poumon humain. 

,S I 

i * 
Les resullats obtcnus sont presenlcs sur la figure 2 el monlrenl ('identification de 8 

clones correspotjidanl a 6 extremites 5* tcrminales differenles. Trois d'entre cllos 

eontienneni un codon STOP qui inlcrrompt 1'ORF (clones A12, F2, F12) el le clone 

A3 ne contienl aiucune ORF. T.a presence de different iranscriis a etc confirmee par 

1 0 RT-PCR et nesldd RT-PCR (Table 1 ). 

i 

' ■ Table 1 



RT-PCR 


Pirimaire 


PCR Secondaire 
U3-L3 


PCR Secondaire 
U1-L4 


PCR Secondaire 
C-B 


U3-L3 


; i7o 








A-L4 


il53 








A-L3 


Smear 








UI-L4 


j 130 








UI-L3 


Smear 


+ 






Ul-B 


1415 








L2-B 


.515 






+ 


Taille alteridue 


170 


130 


120 



Les couples d'amorces U3-L3 ei C-B sont specifiqucs du fragment commun de la 
15 sequence, les oligo A et U 1 sonl spceifiqucs de la sequence initiale ct du clone CI 1, 
roligo L4 est spebifique dc la sequence initiate ei Tamorce U2 est speciliquc du clone 
A3. Une second* 5 % -RACE a eie realise avec les oligos L3 cl L7 localises dans la 
region commune jdes differents clones (Figure 2), Les resultats obtenus sont presentes 
dans les Figures 3 et 4. La presence de differents transcrits a ete confirmee par RT- 
20 PCR et ncsred RTf-PCR (Table 2). 



Table 2 



RT-PCR 




Rcsultar 


PCR Secondaire 
C-B 


PCR Secondaire 
U3-B 


PCR Secondaire 
U5-L7 


U4-F 


1 Smear 


-h 


+ 


+ 


V5-F 


i Smear 


H- 


+ 


+ 


U3-F 




1550 pb 


4- 


-\ 




TaiJIe attenc 


ue (pb) 


J20 


385 


530 



T ii sequence dej, amorces ct oligonucleotides est donnee dans les Tableaux 3 et 4 
(SEQ ID NO : lk-37). 



Tableau 3 



LY111_U4 dCAGTTCTGCCTGTTCATC 

LY1 1 1 JJ5 TTTCAAAACACAGAGGAGGAG 

LY1 1 1_U3 GAATTTGGTCAGTTTAG AG G 

LY1 1 1_L7 TTTCTGGGATTTGG AGAGCTTTTTCAC 

LY1 1 1_L6 TCTGTCTGTCCCACAGACTGCC 

LY1 1 1_L3 GACTGGCTCCGTCTCTCTG 

LY1 1 1_C AiAGCAACAGAATCTCCCATCC 

LY1 1 1_B Gi C ATTGTC AAAATTG C C CATC 

LY1 1 1_E AGGCGGAGAAATACGAAGAC 

LY1 1 1_D GCAGAGTGAGACAGCCCTTAAC 

Ly111_L2 QTTCCTCAGGACTGGCGACTTCAG 

Ly 1 1 1 _L1 ClAAGCGGTCGTTCATTCCAAAGAG 
LY1 1 AAGAGGAGATAACCCACCAGAG 









SEQ ID 


23 . 


a 


41 


16 


319 


a 


338 


17 


759 


a 


778 


18 


851 


a 


825 


19 


914 


a 


892 


20 


928 


a 


910 


21 


1029 


a 


1049 


22 


1 147 


a 


1 127 


23 


1543 


a 


1562 


24 


1767 


a 


1746 


25 


181 1 


a 


1782 


26 


1934 


a 


1913 


27 


2288 


a 


2269 


28 



— _i Tableau 4 

LYIVTA TCDGTAGAGCAGCAGGTCCAAG 14 a 34 46 

LY111_U1 AGGGCTGCTGGCTATTTTTC 36 a 55 29 

LY111_L4 TA AG AA ATGG G TTGTG A AC J 48 a 166 30 

LY111_C A^GCAACAGAATCTCCCATCC 1029 a 1 049 31 

LY111_B GCATTGTCAAAATTGCCCATC 1147 a 1127 32 

LY111_E AGGCGGAGAAATACGAAGAC 1543 a 1562 33 

LY111_D GCAGAGTGAGACAGCCCTTAAC 1767 a 1746 34 

L/111_L2 CTTCCTCAGGACTGGCGACTTCAG 1 8 E 1 a 1782 35 

LyT11J_1 CAAGCGGTCGTTCATTCCAAAGAG 1934 a 1913 36 

LY111_F AAGAGGAGATAACCCACCAGAG 2288 a 2269 37 




33 



L" ensemble de <5es rcsultats pcrmct de valider la sequence consensus correspondam a 

t 

Pisoformc longije {Figure 0, SEQ !D NO ;I2 et 13) et a 1'isoformc courtc (Figure 10, 
SEQ ID NO :l4 et J5) dc la proteine PAP I idcniiflcc a patlie de poumon humain. 

i 

Cello proicinc eit egalernent designee dans la suite des exemples par le terme LYI 1 1. 
5 l/isofonue loriyjcsl code par unc ORF dc 1833 pb luualisee aux residus 237-2069 dc 
SEQ ID NO :12j, et comprend 610 acides amines. Le signal de polyadenylaiion est 
localise a partir du nucleotide 23 15. L'isoforrnc conn est code par une ORF de 042 pb 
localtsec aux residius 429-1370 de SEQ ID NO :14, et comprend 313 acides amines. 
Lc signal dc polyadcnylation est localise a partir du nucleotide 1616. 

i 

10 

! 

Des experiences de Northern blot oni ensuite euS realisees sur differents lissus 
luimains avec des sondes (amplimer CD ct E-F) et ont permis de reveler un transcrit 
de 6 kb dans Ic (nusclc, un transcrit dans le eueur (3kb), ainsi qu'un transcrit de 6 kb 
dans lc foic foetal. L/Excmplc 7 deeril par ailleurs le clonage d'un transcrit dans le 
1 5 ceweau foetal huinain. 

DifTcrcmcs etudes d'homologies om ete effectuees dans differenies bases de donnees 

i 

proieiques, doni les r&sultais som presences dans le tableau 5 suivant. 



Tableau 5 



Banque i 


HomoloKie 


Genpepll 16 ! 


G5926736 (AB025258) granuphi!in-a . 

Idcntitc : 3 1% (2 1 5/679), Homolngic (POS) : 46% (322/679) 




G5926738 (AB025259) granuphiliu-b 

Idemite : 31% (1 50/470), Homologie (POS) : 47% (230/479) 




G 1235722 (D70830) Doc2 beta (homo sapiens) 

Identue : 25% (74/292), Homologie (POS) : 43% ( 127/292) 




G28971 8 (LI 5302) Synapiogamin-I 

Tdcmitc : 26% (77/293), llomolofiic (POS) : 45% (133/293) 


Swissprot 


SP :SYTl_CACEL Synaptogamin T 

Idendle : 26% (77/293), Homologie (POS) : 45% (133/293) 




SP :SYT2_MOL'SE Synaptogamb 11 

Idenlile : 24% (72/293). Homc-lc^ie (POS) : 44% (13 1/293) 
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EXEMPLE 7 :| CLONAGE DE DEUX TRANSCRITS FULL-LENGTH DE PAP I 
(LYI I IB) A i[aRTTR D'ADN COMPLEMENTAIRE DE CERVEAlJ FGETAL 
HUMAIN j 

5 Afin dc lonfirmer la presence d'un transcrii LyI Mb fufHengrh (« complet ») 

dans lo ccrvcau humain, une PCR a ete effectucc a partir d'ADN complementaire issu 
do ccrveau fcslal humain (Marathon Ready cDNA, Clomech), en uiilisanl commc 
amorces les oligonucleotides LyFI (A AT GGA AGG GCGTGA CGC, figure 5, SEQ 

ID NO : 38) ei ljlA7 1 (CCT CAC GCC TGC TGC AAC CTG. SEQ ID NO : 39). Un 

10 fragment d'AD^ faiblcment represent^ d'envimn deux kilobascs a etc amplific, Le 
produit de cette premiere PCR a servi dc matrice pour une PCR nested, effecruee avec 
les oligonucleotides LyEcoF (GCACGAATTC ATG GCC CAA GAA ATA GAT 
CTG, SEQ ID NO : 40) et HA72 (CTG TCT TCG TAT TTC TCC GCC TTG, SEQ 
ID NO : 4]). Les produits amplifies ont ete digeres avec les enzymes de restriction 

I S EeoRI (imegre dans roligonucleotide LyEcoF) el BslEII (figure 5) et inseres dans le 
vccicur d*expre$;sion pcDNA3, puis leur sequence a etc deierminee. Vanalyse de la 
sequence des cloines obienus a revele la presence de deux transcriis Lyl I lb poienliels 
full-length dansjle cerveau faeial humain (figure 5). Le premier de ces transcrits 
(LylllbaaiA) correspond a 1'ARNm identifie dans le poumon humain (Exemple 6) et 

20 code une protein's de 609 acides amines (pLy! I \bm f \\ figures 5. 6, SEQ ID NO : 42- 
43). Le deuxicrne (Lyll lbr w tin) rcpreseme vraisemblablement un produit d'epissage 
ahcmalif d'un ARNm primairc commun. Dans cc iransorii, ideniique a LyI 1 lbjuiiA* la 
sequence enLre lies nucleotides 752 et 956 de la sequence validee dans le poumon 
humain e$t abschtc (SEQ ID NO : 42). Lyl 1 lbf llU H code ainsi une protcinc dc 541 

25 acides aminees (pLyl 1 lb riI (iB) identiquc a pLylllfouA, dans laquclle cependant le 
domaine inclus entrc les acides amines 172 ct 240 (figures 5, 7, SEQ ID No : 44-45) 
vient a manquer. Les deux prolcincs pLyl 1 lbfoiiA-nitm intcgrcnt le domaine 
d'inicraction avec lc fragment de la Parkine comprenant les acides amines 135 a 290, 
identifie chez la levurc (sequence mitiaie Lyl J lb, figure 5), et peuYcnt done 

i 

30 theoriqucment maintenir cette interaction. 

i 
t 

i 
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I 

Les proteines pLyl 1 lbfuHATuimappanicnnent a la famille RIM/Rabphilinc 

i 

pl.yl 1 1 biuiiA/amu presentcnr une homologie avec les proteines de la famille 

j 

5 RIM/rabphiiinci(Wang Y. Sugita S & Siidhof TG. The RIM/NIM family of neuronal 

i 

C2 domain proljcina. J Biol Chem (2000) 275- 20033-20044) el on particulier avec les 
granulophiHnes^Wang Jie, Takcuchi T 5 Yokoia H & Izumi T. Novel Rabphilin-3-like 
protein associates wilh insulin-containing granules in pancreatic beta calls, J Biol 
Chem (1999) 274, 28542^28548). Elles se caraclcrisent par la presence d^un domaine 

10 zinc finger dam la partie N-terminale ct de deux domaines C 2 dans la panic C 
icrrmnale (Figiires 6 et 7). Le domaine zinc finger des proteines de la famille 
RlM/rabphtiincj a etc implique dans rinieracuon avec les proteines Rab. Ces 
derniercs, des proteines qui fixent Ic OTP, sont des eomposantes essenliellcs de la 
muchinerie du trafique membranaire dans tes cellules eucaryotcs. D'auire part, il a ere 

15 decrit que les dqmaines Q des proteines de la famille RIM/rabphtline peuvenL lier des 
membranes a traivers Tintcraction avec des phospholipidcs. 
i 

Expression des jproteines pLyll lb^u-mim dans les cellules de la lignee cos-7 : co- 
local isa lion aveq la Parkiiie 
20 ; 

La sequence ebdantc des transcrits Ly 1 1 lb ril iiA.B a cite inscrce dans [e vecteur 

i 

depression eudaryote pcDNA3 en phase avec la sequence codant un epitope myc N- 
terminal (pcDNA3-mycLy 1 1 Ibiuavn), Des cellules dc la lignee cos-7 transfectees a 
I'aidc de ces vectcurs produiscm des proteines d'un poids moleculaire apparent 

25 d'environ 67 kDa (pc D N A3 -mycLy 1 1 \b m . s ) el 60 kDa (pcDNA3-mycLyl 1 lbnmB). 
eorrespondanc au poids moleculaire attendu. Ccs proleincs, mises en evidence par 
immunomaxquafie a Taidc d'un anlicorps dirige contrc r epitope N-tcrminal myc, se 
disiribuenl de ; maniere non hqmogenc, ponctuee, dans le cyloplasme, les 
prolongements et parfois le noyau des cellules de la lignee cos-7 (figure 8a, b, colonnc 

30 A). LorsqirelIes : sont sur-exprimees avec la Parkine. rcvclcc a Taide de l'anticorps 

i 
i 

j 

i 
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smi-Parkine Ajp5 dans les cellules dc la lignee cos-7 (figure 8a, b, eolonnc B), unc 
disiribuiion sirjiilaire csi unc co-localisation de ces proteines peut etre observee 
(figure 8a. b, cqlonne C). 



i 
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j REVEND1CATIONS 

1 . Compose capable de moduler, au moins paniciiemenu I'interactton entrc la 
prolcinc PAP) ou un hornologue de ccllc-ci. ct la Purkine. 

5 2. Compose selon la revendicalion 1, caractcrise en ce qu'il ralenlii, inhibe ou 

siimulc. au moiiis paniellemcnt, ladite interaction, 

3. Compose scion Tunc dcs revindications I ou 2, characterise cn ce qu'il est 
capable de Jier h domaine d'inlcraelion entre la proteine PAP1 ou un homologue de 
celle-ci, et la Paifkine. 

ID. 4. Compose selon Tune des rcvendicalions I a 3, caracterise en cc qu'il s'agil 

d'un compose ide type pepiidique, nucleiquo, lipidique, saccharidique ou H'un 
amicorps. ; 

5. Compose selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
compose peptidijque cotnprcnanl loul ou partie de la sequence peptidique SEQ ID N°2 

1 5 ou un dc scs derives. 

6. Compjose selon la revendicalion 4,, caractcrise en cc qu'il s'agic d'un 
compose peptidique comprenant unc region dont la sequence correspond a unit ou unc 
partie fonctioniicllc du site d'inleractjon dc la proieine PAP1 avee la Parkine. 

7. Compose selon la revendicalion 4. characterise en cc qu'il s'agit d'un 
20 compose peptidique derive de la proteine PAP I (et/ou des formes homologies) 

portam unc rcgiqn eiTectricc rendue non fonctionnclle. 

8. Polypeptide comprcnant la sequence SEQ ID NO :2 ou un derive ou 
fragment dc ccllc-ci. 

v. Polypeptide selon la revendicalion 8. comprcnant au moins 5 residus 
25 consecutifs dc sequence SEQ ID NO : 2. de preference au moins 9, plus 

prefereiitiellemenl au moins 15. 

i 

10. Polypeptide scion la revendication 8, comprenani tout ou partie de la 
sequence SEQ ID NO :13, 1 5, 43 ou 45 ou d\m variant dc celles-ci, en parliculier au 
moins 5 residus j consecutifs, de preference au moins 0, plus prefeTentiel lement au 

30 moins 15 nLsidtLsj consecutifs de la sequence SEQ ID NO :1 3, 15, 43 ou 45. 

i 

i 
i 




40 



11. Acide micleique codanl pour un compose peptidique selon Tune des 
revindications 4ja 10. 

12. Acide micleique selon la revindication 11, caracterise en ce qifil 
comprend tout ou panie de la sequence SEQ ID NO : 1 , 12, 14, 42 ou 44, ou d'une 

5 sequence derived de celles-ci. 

13. Acide nucleiquc codant pour un polypeptide scion la revendicalion 8 ou 
II. ; 

14. Acide nucleiquc, noiammem une sonde nucleotidique, capable d'hybrider 
civce un acide nucleiquc scion Tunc des revindications 11 a 13 ou avec leur brin 

1 0 complcmcntaire. : 

1 5. Vcctcur comprenant un acide nucleique selon Tune des revendicaiions I 1 
a 14. ■ 

16. Viaisirecombinant defectif cornprenanl un acide nucleiquc scion 1'une des 
revindications I l| a 14. 

15 17. Acide nucleiquc choisi paimi les acides nucleiques de sequence SEQ ID 

NO : 16-41, 46. ■ 

18. Anticorps ou fragment ou derive d'amicorps. caracterise en ce qu'il est 
dirige enmrc un Compose peptidique selon rune des revendications 4 a 10. 

19. Anticorps selon la revendicalion 18. caracterise en ce qu'il reconnait un 
20 polypeptide scion Ja revendicalion 0 ou 10. 

20. Composition phaimacemiquc coniprenant au moins un compose selon 
rune des revindications 1 a lOou un anticorps selon la revendication 18ou 19. 
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21. CorrVpose non peptidique ou un compose de naiure non exchisiverncnt 
peptidique succr>tible de moduler, au moins particllcment. 1'inleracLiori de la proteine 
PAPl cu un hornologuc de celle-cL avcc hi Parkine. 

22. Compose scion la revindication 2 1 caracterise en ce que les motifs actifs 
5 d'un peptide selon Tune des revendications 5 a 7 ont etc dupliqucs avcc une structure 
non peptidique ou de nature non exclusivemenl peptidique. 

23. Composition phannaceutique comprenant au moins un acidc nucleique 
scion rune des rcvcndications II a M ou un vecieur selon la revendication 15 ou 16. 

24. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique selon 

10 T une des revindications 4 a 1 0. 

i 

25. Composition selon la revendication 22, 2.1 ou 24, destinee an trairement de 
pathologies nciirodegeneraiives. 

26. Procede pour Ic criblage ou la caracterisation de molecules actives, 
comprenant une etape dc selection de molecules capable!? de Her la sequence SEQ ID 

1 5 N02 ou la sequence SEQ ID N04, ou un fragment de celles-ci. 

27. Procede pour le criblage ou la caraeterisaiion dc molecules actives, 
comprenam une etape de selection de molecules capables dc lier uno sequence choisie 
purmi SEQ ID NO 13, 15, 43 ct 45 ou un fragment de celles-ci. 

28. Procede de production d'un compose peptidique selon Tune des 
20 revendications 4. a 10, comprenant la culture d'une cellule contenant un acide 

nucleique selon 1'une des revendications 11 a 14 ou un vecteur selon la revendication 
15 ou 16, dans des conditions depression dudit acide nucleique, et la recuperation 
du compose peptidique produit. 



2^. Proteine PAPl lmmainc sous forme isolee. 
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30. Cellule contenant un acide nucleique scion Tunc des revendications 1 ] a 
14 ou un vecLeurjselon la revendication 15 ou 16. 

31. Mampifere non-humain comprenant dans ses cellules un acide nucleique 
scion Pime des revendications 1 1 a 14. 



! 
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ABREGE 

La presents invention concent dc nouveaux composes et leurs utilisations, 
notamment pharmaecutiques, diagnostiques ou comme cibles pharmacologiques. Plus 
paniculieremcnt. la preseme invention- concerne une nouvelle proteine. designee 
PAP1, ainsi que de nouveaux peptides et composes capables de moduler au moins 
partidlcment I'aclivhe lu Park inc. 



